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摘要 健康 人 尿 液 中 的 蛋白 质 含量 虽 较 低 ， 但 种 类 却 十 分 丰富 ， 尿 蛋白 质 组 所 蕴含 信息 能 够 展现 机 体 生 理 
与 病理 早期 阶段 时 的 细微 差别 。 蛋 白质 的 化 学 修饰 是 指 其 氨基 酸 残 基 或 其 链 末 端 上 参与 的 共 价 基 团 反 应 ， 
进而 使 其 分 子 的 结构 、 执 行 的 调控 和 信息 传递 的 功能 得 到 改变 ， 因 此 ， 对 尿 液 蛋 白质 化 学 修饰 水 平 的 比较 
与 研究 同样 有 重要 意义 。 本 研究 拟 以 不 同年 龄 段 健康 人 群 的 尿 液 (儿童 22 例 , FRA 10 Bil, 老年 人 6 例 ) 
为 研究 对 象 ， 通 过 高 分 辩 囊 联 质谱 及 非 标记 定量 的 蛋白 质 组 学 分 析 方 法 ， 结 合 非 限制 性 修饰 鉴定 算法 整体 
比较 三 种 类 型 样品 之 间 的 蛋白 质 化 学 修饰 差异 水 平 。 结 果 表明 ， 涉 及 多 种 氨基 酸 残 基 的 氧化 修饰 是 老年 人 
与 青少年 尿 液 蛋 白质 样品 之 间 的 主要 差异 ， 且 修饰 影响 了 众多 和 蛋白质 的 生物 过 程 。 本 研究 首次 利用 非 限制 
性 修饰 鉴定 算法 研究 了 不 同年 龄 段 人 群 的 尿 液 在 整体 蛋白 质 组 修饰 上 的 差异 ， 并 指出 了 氧化 修饰 是 区 分 青 
少年 和 老年 人 尿 液 蛋 白质 的 主要 修饰 类 型 。 
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生命 体 中 的 生物 过 程 能 同时 且 相 互 协调 的 运作 ， 离 不 开 蛋 白质 所 参与 的 合成 、 催 化 与 调节 等 众多 生化 
应 。 蛋 白质 是 一 类 结构 复杂 的 生物 大 分 子 ， 高 级 结构 的 差异 决定 了 其 各 自 所 具有 生物 化 学 活性 的 不 同 ， 
质 之 间 通 过 相互 组 合 形成 更 高 级 的 网 络 来 执行 特定 的 功能 !。 和 蛋白 质 的 化 学 修饰 是 指 其 氨基 酸 残 基 或 
端 上 参与 的 共 价 基 团 反应 ， 化 学 修饰 通常 会 改变 蛋白 质 的 高 级 结构 ， 其 中 少数 的 化 学 结构 改变 并 不 
j 和 蛋白 质 的 生物 学 活性 ， 这 些 被 称 为 蛋白 质 非 必需 部 分 的 修饰 ， 但 绝 大 多 数 情况 下 分 子 结构 的 改变 ， 会 
改变 蛋白 质 物理 及 化 学 性 质 ， 改 变 蛋 白质 的 构象 ， 会 使 蛋白 质 的 活性 发 生变 化 ， 进 而 使 其 执行 的 功能 
j 改 变 ?。 所 以 ， 即 使 在 蛋白 质 含 量 水 平 没有 变化 ， 但 如 果 其 化 学 修饰 水 平 发 生 了 某 些微 小 的 变化 ， 也 会 
质 的 功能 显著 变化 ， 这 意味 着 蛋白 质 的 化 学 修饰 在 另 一 个 维度 上 丰富 了 和 蛋白 质 行 使 的 不 同 功能 及 调 
节 相 关 和 蛋白 质 的 功能 。 蛋 白质 的 化 学 修饰 对 蛋白 质 功能 的 影响 主要 表现 在 以 下 三 个 方面 : 1. 即使 蛋白 质 发 
生 了 一 种 修饰 也 会 对 其 功能 造成 影响 。2. 同 一 种 蛋白 质 ， 不 同 氨基 酸 发 生 了 同 种 或 不 同 种 修饰 对 其 功能 造 
成 的 影响 也 不 同 。3. 同 一 种 蛋白 质 可 能 发 生 多 种 类 型 的 化 学 修饰 ， 进 而 使 其 参与 的 生物 过 程 更 加 多 变 与 复 
杂 3。 与 蛋白 质 相 关 的 化 学 修饰 主要 有 以 下 几 种 类 型 : 1. 蛋 白质 的 翻译 后 修饰 (Post-translational modification, 
PTM), 是 指 蛋 白质 在 翻译 后 进行 的 化 学 修饰 , 翻译 后 修饰 蛋白 前 体 往往 是 没有 生物 活性 的 , 通常 需要 经 过 
寺 定 修饰 酶 的 翻译 后 修饰 加 工 ， 才 能 成 为 具有 功能 的 成 熟 蛋 白质 ， 行 使 其 具体 生物 功能 %。2. 蛋 白质 的 化 
学 衍生 修饰 (Chemical derived modification) 是 指 在 蛋白 质 侧 链 中 引入 新 的 基 团 或 去 除 原 有 基 团 的 一 类 修饰 ， 
通常 包含 自发 性 非 酶 促 修 饰 , 也 有 交 联 剂 与 人 工 试剂 引入 的 修饰 等 3. 氨基 酸 的 蔡 换 (Amino acid substitution), 
是 指 蛋 白质 侧 链 中 原 有 和 氨基酸 被 其 他 种 类 和 氨基酸 所 替换 所 引起 的 蛋白 质 性 质 与 功能 的 改变 。 这 些 都 是 会 显 

影响 蛋白 质 功 能 的 修饰 类 型 。 
质谱 分 析 技 术 不 但 能 够 实现 大 规模 组 学 数据 的 采集 与 深度 挖掘 ， 也 能 够 对 特定 蛋白 质 的 肤 向 修饰 实现 
准确 测定 。 随 着 仪器 科学 的 不 断 发 展 ， 超 高 分 辩 率 及 串联 质谱 技术 (LC-MS/MS) 为 蛋白 质 组 学 及 其 修饰 的 
究 提 供 了 更 多 丰富 与 精准 的 信息 与 数据 ， 这 也 为 准确 鉴定 蛋白 质 链 中 化 学 修饰 位 点 提供 了 有 力 的 帮助 。 通 
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常 进行 蛋 


质 组 数据 分 析 时 需 进 行 物种 蛋白 质 组 


数据 库 搜索 比 对 ， 在 使 用 搜索 引擎 进行 数据 库 检 索 时 ， 通 


常 需要 人 为 设 定 已 知 的 蛋白 质 化 学 修饰 类 型 ， 这 种 类 型 的 搜索 方式 称 为 限制 性 搜索 ， 而 对 于 样品 中 蛋白质 


牙 饰 类 型 未 知 ， 


期 望 寻 找 新 的 修饰 类 


质 组 所 包含 的 全 部 化 学 修饰 信息 
其 将 UniMod 数据 库 的 信息 


\ 有 着 至 关 重 要 


型 时 则 显得 难以 实现 ”。 因 此 , 全 面 、 


非 限制 修饰 搜索 对 于 了 解 样品 蛋 


的 地 位 ，Open-pFind 算法 是 一 种 ] 


质 组 的 整体 化 学 修饰 信息 9710 


健康 人 尿 液 中 虽然 蛋白 质 总 量 较 低 , 但 种 类 却 异 常 丰富 。 


合 ， 通 过 开放 式 搜索 的 方式 对 采集 到 的 质问 


普 数据 进行 分 析 处 理 ， 可 得 到 蛋白 


开放 式 序列 库 搜索 算法 ， 


己 知 正常 人 尿 液 中 可 


同 的 重 白 质 。 正 常情 况 


以 鉴定 到 6000 余 种 不 


， 肾 小 球 可 得 过 RA iE BE NI 


蛋白 一 起 排出 。 


质 与 肾 小 管 及 H 也 尿 路 上 皮 细 所 分 泌 的 少量 ERE Fh 


时 ,因此 ， 尿 液 中 蛋白 质 信 息 可 直观 地 反映 泌尿 系统 的 健康 状况 。 但 尿 液 中 大 多 数 蛋 白质 是 通过 
论 上 它们 都 来 源 于 血液 在 经 过 肾脏 的 过 滤 与 重 吸 收 依 
FE 随机 、 非 选择 性 地 “漏出 ”。 
饰 领域 ， 全 面 地 比较 尿 液 


滤 血 浆 后 汇集 在 一 起 的 ,， 理 


说 明 剩 余 的 2% 和 蛋白 质 也 


研究 方向 便 是 其 化 学 修 
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不 可 能 是 被 健康 的 


TRUS 


的 变化 提供 更 加 丰富 的 信息 6。 目 前， 被 收录 在 UniMod!!, 


种 类 已 达 1500 余 种 。 


浆 和 蛋白 质 组 能 够 反映 出 和 


蛋白 质 组 化 学 修饰 水 平 的 变化 也 将 会 为 研究 机 体 生理 方面 
PSLMOD、RESID 数据 库 中 的 蛋 


F 龄 与 衰老 之 间 的 细微 状况 12, 


质 信息 的 体液 一 尿 液 ， 


通过 对 其 研究 发 现 尿 蛋 


对 新 出 生 的 胎 鼠 尿 液 和 蛋 


可 以 在 尿 蛋 白质 组 中 找到 


性 ， 通 过 高 分 辨 串联 质谱 结合 
整体 化 学 修饰 水 平 的 差异 。 
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1. 材料 与 方法 
1.1 样本 与 数据 来 源 


质 组 研究 ， 同 样 发 现 出 


和 蛋白 表达 的 显著 差异 。 
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作为 另 一 种 同样 富 含 蛋 白 
质 组 也 具有 反映 出 机 体 衰老 信息 能 力 3， 同 时 在 我 们 先前 
甚至 是 饥饿 这 种 常见 的 生理 过 程 都 
线索 “。 基 于 此 ， 本 研究 基于 不 同年 龄 段 人 群 尿 液 蛋白 质 组 中 化 学 修饰 的 重要 
FE 限定 性 修饰 搜索 (Open-pFind)， 拟 比较 三 组 不 同年 龄 段 人 群 尿 液 蛋 白质 组 


在 膀胱 中 储存 了 几 个 小 
LAN 
能 够 保留 下 来 ， 足够 
白质 组 学 男 一 个 重要 的 


质 化 学 修饰 
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22 例 健 康 儿 童 尿 液 


白质 组 数据 来 源 于 


项 关于 膀胱 输尿管 反 流 复 发 性 尿 路 感染 患者 的 研究 (Raw 数 
据 下 载 地 址 : http://proteomecentral.proteomexchange.org/cgi/GetDataset?ID=PXD010469) 。6 HERE AE A TR 


液 蛋 白质 组 数据 来 源 于 一 项 尿 路 中 性 粒 细胞 与 相关 性 炎症 的 研究 (Raw 数据 下 载 地 址 http:/ 


proteomecentral.proteomexchange.org/cgi/GetDataset?ID-PXD004713 ) 


,以 上 下 载 数据 均 为 健康 组 对 照样 本 。 
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10 例 健康 青年 人 尿 液 样本 从 实验 室 的 健康 志愿 者 中 收集 ， 对 志愿 者 的 饮食 、 药 物 和 其 他 因素 没有 任何 限 币 


或 要 求 。 本 实验 已 向 志愿 者 提供 研究 的 详细 情况 ， 内 容 包 括 研究 目的 、 方法 及 过 程 ， 同时 对 志愿 者 的 个 人 资 
料 严格 保密 。 样 本 信息 详 见 表 1. 


表 1 下载 数据 及 收集 的 样本 信息 与 统计 结果 
Table 1 Download data,collect sample information and statistics 


健康 尿 液 样本 (n=38) 


儿童 (n-22) 青年 人 老年 人 
(n=10) (n=6 ) 
性 别 
男 13 5 2 
女 9 5 4 
年 龄 
平均 值 5.743 26.442 76.545 
年 龄 范围 1~22 22~29 70~81 


1.2 蛋白 质 样品 制备 和 胰 和 蛋白 酶 酶 解 
青年 人 的 尿 液 样 本 使 用 20 mmol / L. 的 二 硫 苏 糖 醇 (DTT) 在 37 °C 下 与 样品 反应 1 h， 使 蛋白 质 结构 中 
的 二 硫 键 变性 ， 随 后 添加 55 mmol / L 的 碘 乙 酰胺 (IAA) 并 避 光 反应 30 min 以 使 二 硫 键 结合 位 点 烷 基 化 。 在 
-20"C 下 ， 用 三 倍 体积 的 预 冷 丙酮 沉淀 上 清 液 2 h， 然 后 在 4 CHI 12,000 xg 下 离心 30 min， 获 得 蛋白 沉淀 。 
随后 将 沉淀 物 重 悬 于 适量 蛋白 溶解 液 (8 mol/L JRA, 2 mol/L Mik, 25 mmol/L DTT 和 50 mmol/L Tris) 中 。 
使 用 Bradford 分 析 法 测量 蛋白 质 提 取 液 浓度 。 通 过 使 用 滤器 辅助 样品 制备 EASP) 的 方法 5， 每 个 样品 按 
50: 1 的 比例 使 用 胰 和 蛋白 酶 (Trypsin Gold, Mass Spec Grade, Promega, Fitchburg, WI, USA) 酶 解 100 ug AY Az 
质 。37 CHR 14 h 后 ， 向 溶液 中 加 入 10% 甲 酸 溶液 终止 酶 解 ， 经 10 KDa 超 滤 管 离心 后 获得 多 肽 溶液 ， 
使 用 BCA 法 测定 多 肽 的 浓度 ， 并 通过 真空 离心 浓缩 仪 CThermo Fisher, USA) 进行 干燥 ， 王 燥 后 的 多 肽 密 
封 至 于 -80 °C 保存 。 表 2 展示 了 文献 中 其 他 两 类 人 群 尿 液 样本 处 理 方法 ， 并 与 本 方法 进行 了 比较 。 


R2 几 组 尿 液 样本 处 理 方法 的 比较 


Table2 Comparison of treatment methods of urine samples 


儿童 尿 液 青年 人 尿 液 老年 人 尿 液 
样本 预 处 理 4500 x g， 离 心 20min; 2500xg189?C, Hi» 2500 x g 100C， 离 心 
15min; 15min; 
蛋白 质 富 集 与 浓缩 10 kDa 滤器 离心 富 集 ; 预 冷 丙酮 沉淀 富 集 ; 10 kDa 滤器 离心 富 集 ; 
还 原 与 烷 基 化 方法 DTT/IAA 法 ; DTT/IAA 法 ; DTTIAA 法 ; 
和 蛋白质 的 酶 解 Solid-phase Reversible 滤器 辅助 样品 制备 FASP 法 ; 
Sample-preparation (FASP) 法 ; 
(SRS) 法 ; 
和 蛋白酶 类 型 胰 和 蛋白 酶 胰 和 蛋白 酶 ; IRE AB 
多 肽 脱盐 PUES C18 SPE; Stage tip; 


1.3 液 相 色谱 -串联 质谱 CLC-MS / MS) 分 析 和 数据 库 搜索 

健康 青年 人 的 尿 液 样本 分 析 前 ， 需 将 干燥 的 多 肽 样品 溶 于 0.1% 甲 酸 ， 控 制 终 浓度 在 0.1 pg/L, SEN 
样品 按 1 ug 多 肽 质量 进行 分 析 : Thermo EASY-nLC1200 色谱 系统 加 载 至 预 柱 与 分 析 柱 上 。 通 过 Thermo 
Orbitrap Fusion Lumos 质谱 系统 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) 采集 蛋白 质 组 数据 。 液 相 色谱 


ig 


分 析 方 法 : FUE: 75 umX2 cm, nanoViper C18, 2 um, 100A; 分 析 柱 : 
样 体积 : 10 uL, 流速 :250nL/min。 流 动 相配 
日 酸 (Fisher Scientific), B AH: 80% Z Hä (Fisher Scientific USA)/20%7K/1%o 


100 À; 3t 
H 


394 B 相 ; 
min, 90%B fH; 


质谱 分 析 方 法 ， 离 子 源 : nanoESL 


pg. um 
IE 


2.0kV, £4 


50 um X 15 cm, nanoViper C18, 2 um, 
BF. A 相 :100% 质 谱 级 水 (Fisher Scientific, Spain)/1 Wo 
酸 ，120 min 梯度 洗 脱 : 0 min， 
0 min-3 min, 896 B AH; 3 min- 93 min, 2296 B 4H: 93 min- 113 min, 3596 B AH; 113 min- 120 


m 
管 温 


: 320 °C, S-lens RF 


RE 


EJE: li FE 
Level: 30, 4 HPEXEYE ER: —2% COrbitrap) 120,000 @m/z 200, —2 30,000 (Orbitrap) @m/z 200, FATH 
HALE: m/z 350-1350; 子 离子 扫描 范围 ， 从 m/z 110 开始 ，MS1 AGC: 4e5， 电 和 荷 范围 : 2-7, BERT YEAH 
[8]: 50 ms, MS2 AGC: 1e5, 离子 注入 时 间 : 50ms, ATIRA 1 L1: 2.0 m/z, ABS: 高 能 碰撞 解 离 (HCD )， 

fig: NCE32, Data-dependent MS/MS: Top 20， 动 态 排 除 时 间 : 15s， 内 部 校准 质量 数 : 445.12003。 表 3 
展示 了 文献 报道 中 其 他 两 种 人 群 尿 液 样本 数据 采集 方法 ， 并 与 本 方法 进行 了 比较 。 

表 3 几 组 尿 液 蛋 白质 组 样本 仪器 分 析 方 法 的 比较 


Table 3 Comparison of instrument analysis methods for urine proteome samples 


儿童 组 尿 液 样本 


年 组 尿 液 样本 


T 


B 


老年 组 尿 液 样本 


超 高 效 液 相 色  nanoflow UPLC system Easy-nanoLC 1200 (Thermo Ultimate 3000 nano LC (Thermo 

谱 仪 (Eksigent, Dublin,CA) Scientific) ; Scientific) 

高 分 辨 质谱 从 Q Exactive Orbitrap Fusion Lumos Q Exactive 
(Thermo Scientific); (Thermo Scientific); (Thermo Scientific); 

dA RE Magic C18, 5 um, 100 À C18 nanoViper, 75 umx2 cm, 2 C18 PepMap100, 300 um x 5 

(Michrom BioResources um, 100 A (Thermo Scientific); mm, 5 um, 100 A (Thermo 
/Bruker, Billrica, MA) ; Scientific); 

分 析 柱 PicoTips (15 cm x 100 um C18 nanoViper, 50 umx15 cm, 2 75 umx10 cm, 5 hm BetaBasic 
ID; New Objective, Woburn, um, 100 A (Thermo Scientific); C18, 150 À, (New Objective, 
MA); MA); 

流动 相 A 0.1% 甲 酸 -水 0.1% 甲 酸 -水 0.1% 甲 酸 -水 

流动 相 B 100% Z Hfi-0. 1% FF B 80% ZHlis/7K-0.1% FP RE 100% Z i-0. 1% FR 

流速 文中 未 提 及 250 nL /min 300 nL / min 

梯度 洗 脱 时 间 127 min 120 min 130 min 

梯度 洗 脱 程序 ”0 min, 5% B AH, 0 min, 3% B. Jf, 0 min, 0% B fH, 
0-120 min, 3096 B AH, 0-3 min, 8% B fH, 0-110 min, 3596 B AH, 
120-127 min, 95% B 3-93 min, 22% B fH, 110-125 min, 80% B +, 
TH; 93-113 min, 35% B AH, 113-120 — 125-130 min, 80% B fH; 

min, 9096 B fH; 

Wi Ss FL 文中 未 提 及 1.9 kV; 2.1 KV; 

MS1 分 辨 率 文中 未 提 及 120,000 (m/z 350-1350); 70,000 (m/z 250-1800); 

MS2 4 PEE 文中 未 提 及 30,000; 17,500; 

碎 裂 模式 文中 未 提 及 HCD 3296 HCD 27% 

使 用 pFind Studio 软件 〈3.1.6 版 ， 中 国 科学 院 计算 技术 研究 所 ) 对 LC-MS / MS 数据 进行 无 标记 的 定 


Er. 目标 


类 型 为 HCD-FTMS， 酶 全 特异 怕 


检索 数据 库 来 自 Uniprot 下 载 的 Homo Sapiens 数据 库 ( 更 新 至 2020 年 2 HO , 检索 时 ， 仪 器 
E ， 为 胰 和 蛋白 酶 ， 最 多 有 2 个 漏 切 位 点 。 选 择 “ 开 放 式 搜索 Copen-search) ”。 
MER: 在 肽 水 平 上 的 FEDR 小 于 1%， 在 蛋白 水 平 上 的 Q 值 小 于 1%。 数 据 同 时 使 用 正 向 和 反 向 数据 库 


检索 策略 来 分 析 数 ] 


居 。 
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1.4 统计 与 分 析 


对 于 pFind 提供 的 数据 进行 


述 性 统计 计算 与 分 析 ， 例 如 四 分 位 数 范围 的 中 位 数 〈 对 于 偏 斜 分 布 的 数 


ja) 和 比例 (百分比) 。 通过 t+ 检验 ,方差 分 析 ，Mann-WhitneyU 检验 和 Kruskal-Wallis 检验 评估 儿童 组 、 


性 。 


2. 结果 


青年 组 和 老年 组 组 之 间 的 统计 比较 。 使 用 GraphPad Prism v7.04 执行 统计 分 析 。 


2.1 通过 使 用 bottom-up 的 蛋白 质 


p 值 < 0.05 被 认为 有 显著 


组 学 技术 对 总 蛋 


进行 鉴定 


依靠 非 标记 定量 蛋白 质 组 的 方法 ， 通 过 LC-MS/MS 分 析 获 得 了 38 个 样本 的 实验 结果 。 在 基于 open- 


pFind 软件 检索 数据 Craw) 之 后 ， 可 以 在 pBuild 中 浏览 并 导出 分 析 结 果 。 将 样品 结果 进行 整理 和 统计 ， 样 
品 中 蛋白 质 和 多 肽 的 鉴定 结果 如 表 4 所 示 。 


表 4 尿 液 样品 中 蛋 


质 和 多 肽 的 鉴定 结果 


Table 4 The results of proteins and peptides identification in urine samples 


Spectra Scans Peptides Sequences Protein Groups 
儿童 组 29239 +5406 24763 + 3833 13003 + 2892 10002 + 2252 2787 + 898 
青年 组 57001 +4820 42944 + 2670 18024 + 1562 12743 + 1376 3447 + 811 
老年 组 2700726575 23651 + 5065 7906 + 1899 5445 + 1402 1593 + 441 


2.2 整体 化 学 修饰 


i 信息 与 差异 修饰 


统计 


在 38 个 样本 中 共 鉴 定 到 485 种 不 同化 学 修饰 类 型 ， 其 中 儿童 组 共 鉴 定 出 301 种 化 学 修饰 类 型 ， 青 年 
组 共 鉴 定 到 329 种 化 学 修饰 类 型 ， 


老年 组 共 鉴 定 到 


106 种 化 学 修饰 类 型 。 图 1 展示 了 三 种 类 型 样本 间 修 饰 


类 型 的 交互 关系 图 ( 韦 恩 图 )， 交 互 部 分 具体 内 容 参 见 附 表 1。 


对 整体 修饰 和 共有 
年 组 两 个 样本 被 分 在 儿童 组 分 支 
青年 组 中 ， 除 此 之 外 ， 两 
在 统计 差异 Cp 值 小 于 0.05) ， 通 过 计算 与 统计 得 到 每 种 修饰 在 不 同 组 间 的 变化 情况 ， 详 见 表 5。 每 种 差异 


Old peo 


图 1 样本 间 


Young people 


Children 
修饰 类 型 的 交互 关系 


Figl The Venn of different modification types between samples 


的 62 fh 


Eire 


牙 饰 进行 非 监督 聚 类 分 析 ， 在 共有 修饰 的 热 图 中 发 现 老 年 组 一 个 样本 和 青 
FR， 在 这 两 个 热 图 中 均 发 现 同一 个 老年 组 的 样本 比较 异常 ， 被 分 在 儿童 和 


AR ERR. 3] 


多 饰 不 同 组 间 进 行 了 比较 ， 


体 情况 见 图 4 从 40 种 


# 胱 氨 酸 、 甲 硫 氨 酸 的 氧化 修饰 ， 


子 取代 (Cation_Ca [E] ~ Cation Ca [D]), E 
甲 酰 化 (Carbamyl [AnyN-term]), 缴 氨 酸 被 苏 氨 酸 取代 (Val->Thr [V]), 谷 氨 酸 被 


FE 人 组 和 青年 以 及 儿童 组 可 以 区 分 开 ， 详 见 图 2、 图 3。 共 有 40 种 修饰 存 


x bh 


差异 修饰 中 选取 组 间 显 著 差 异 的 修饰 如 下 : ARE. Ch 
# 胱 氨 酸 变 成 脱氧 丙 氨 酸 (Cys->Dha [C])， 环 氧 两 酰胺 的 


N 端 修饰 (glycidamide [AnyN-term]), 丝氨酸 的 磷酸 化 (Phospho [S]), 天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 上 的 两 个 质子 被 钙 离 
JAAN 端的 琥珀 酰 化 (Succinyl [AnyN-term]), EAM N 端的 氨 


硫 氨 酸 取 代 (Glu->Met [E]), 
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谷 氮 酰 胺 取代 谷 氮 酸 (Glu->Gln [EJ])， 谷 氨 栈 胺 脱 酰 氨 化 修饰 Deamidated [N] ， 半 胱 氨 酸 的 脱氧 DiDehydro 
[C] 等 。 因 为 氧化 修饰 差异 显著 ， 且 和 年 龄 的 相关 更 加 明显 ， 我 们 查找 到 485 种 修饰 中 所 有 的 氧化 修饰 ， 包 
括 且 氨 酸 、 色 和 氨 酸 、 栈 氨 酸 、 半 胱 氨 酸 、 甲 硫 氨 酸 的 氧化 修饰 以 及 其 他 不 显著 非 差异 的 氧化 修饰 ， 进 行 聚 
类 分 析 ， 发 现 可 以 很 好 的 区 分 开 三 组 不 同年 龄 段 ， 详 见 图 5。 


cluster_1 


cluster 2 


cluster_3 


= 
G 
== 
= 
== 
== 


图 2 三 组 样本 总 体 修 饰 的 非 监督 聚 类 分 析 结 果 。 绿 色 为 儿童 组 样本 ， 橙 色 为 青年 组 样 ， 紫 色 为 老年 组 样 


Fig 2 Cluster analysis results of the total modifications for three groups samples. Green is the sample of children 


group, and orange is the sample of young people group, purple is the sample old people group; 
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cluster_2 


cluster_3 


B. 
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图 3 =AMAISL ABI RADAR. REALM A, BEARCAT, KENGER; 


Fig 3 Cluster analysis results of the common modifications among the three groups of samples. Green is the 


sample of children group, and orange is the sample of young people group, purple is the sample old people group; 


#5 不 同 组 间 差 异化 学 修饰 情况 与 统计 


Table $ Differences and statistics of chemical modifications between different groups 


老年 组 /儿童 组 老年 组 /青年 组 儿童 组 /青年 组 

修饰 名 称 修饰 类 型 变化 倍数 p fei 变化 倍数 p fa 变化 倍数 p 

Oxidation [C] 翻译 后 修饰 3.46 1 9.73E-08 326 | 1.06E-04 1.06 | >0.05 

Trioxidation [C] 化 学 衍生 5.04 | 5.52E-04 3.52 | 4.72E-03 1.43 | >0.05 
Oxidation [M] 人 工 引入 1.61 | 3.38E-05 3.05 + 2.42E-07 4.93 1 6.29E-15 
Oxidation [P] 翻译 后 修饰 1.79 4 5.88E-05 1.96 | 1.65E-03 3.57 | 1.97E-11 

Dioxidation(Pro-> 翻译 后 修饰 
14.11 1 2.99E-21 2.06 + 1.21E-06 6.67 | 2.32E-11 
Glu) [P] 

Oxidation [W] ALAA 5.36 1| 1.61E-13 6.99 | 1.93E-05 1.30 4 >0.05 
Dioxidation [W] 化 学 衍生 4.17 1| 6.64E-13 10.94 | 7.10E-08 2.62 | 1.76E-04 

Trioxidation [W] 化 学 衍生 1.76 | 8.35E-08 23.11 + 6.53E-04 1.11 | >0.05 


Oxidation [Y] 
Dioxidation [Y] 
Deamidated [N] 
Deamidated [Q] 

Carbonyl [S] 

glycidamide [AnyN-term] 

DiDehydro [C] 

maleimide [C] 

Phospho [S] 
Diethylphosphate [C] 
Cation, Ca[II][E] 
Cation, Ca[II][D] 
Formyl [AnyN-term] 
2-monomethylsuccinyl [C] 
Succinyl [AnyN-term] 
Pyro-carbamidomethyl 
[AnyN-termC] 
Carbamidomethyl [C] 
Carbamidomethyl [M] 


Propionamide [AnyN-term] 


Carbamyl [AnyN-term] 
Acetyl [ProteinN-term] 
Hydroxycinnamyl [C] 
Val-» Thr [V] 
Asn-» Asp [N] 
Xle->Trp [L] 
Gln->pyro-Glu [AnyN- 
termQ] 
Glu->pyro-Glu [AnyN- 
termE] 
Glu->Met [E] 
Glu->Gln [E] 
Gly->Glu [G] 
Cys->Dha [C] 
C+12 [AnyN-term] 


多 种 


翻译 后 修饰 


氨基 酸 蔡 代 


氨基 酸 将 代 


氨基 酸 蔡 代 


人 工 引 入 


氨基 酸 蔡 代 


氨基 酸 蔡 代 


氨基 酸 蔡 代 


化 学 衍生 


69.11 
10.06 
1.32 
2.56 
3.64 
2.41 
3.03 
1.72 
3.75 
2.19 
2.38 
2.78 
6.67 
1.04 
3.30 


2.22 


1.25 
6.68 


1.65 


15.65 
1.03 
3.76 
1.64 
2.04 
2.21 


2.44 


1.06 


2.77 
2.31 
2.40 
2.07 
62.20 


6.96E-09 
3.91E-07 
3.29E-03 
»0.05 
>0.05 
1.84E-06 
4.16E-06 
2.01E-03 
3.98E-06 
4.61E-03 


2.31E-02 


2.01E-02 

2.17E-02 
»0.05 

1.01E-04 


2.75E-05 


1.37E-09 
2.86E-03 


3.08E-02 


2.55E-03 
»0.05 
3.66E-02 
8.68E-03 
»0.05 
1.45E-03 


1.63E-07 


>0.05 


1.08E-03 
3.14E-04 
2.44E-02 
3.90E-04 
2.02E-03 


1.42E-03 
9.79E-05 
7.29E-08 
1.06E-08 
1.41E-02 
»0.05 
>0.05 
4.48E-03 
1.74E-04 
>0.05 
»0.05 
»0.05 
»0.05 
1.07E-02 
»0.05 


4.27E-06 


6.71E-03 
»0.05 


»0.05 


»0.05 
4.85E-02 
1.21E-02 

>0.05 
4.64E-06 

»0.05 


2.64E-06 


2.01E-03 


»0.05 
9.41 E-04 
»0.05 
1.13E-03 
1.25E-07 


1.18 
1.76 
1.52 
1.10 
1.69 
2.94 
10.00 
2.17 
8.33 
1.19 
2.80 
3.48 
1.79 
1.95 
3.45 


1.28 


1.01 
2.96 


3.03 


12.50 
1.35 
1.45 
2.22 
2.44 
1.43 


1.43 


3.13 


3.70 
5.26 
4.55 
4.76 
100.0 


Y 


A 


>0.05 
>0.05 
2.64E-11 
>0.05 
4.83E-02 
4.26E-07 
4.04E-02 
2.04E-04 
1.45E-07 
>0.05 
2.24E-05 
2.68E-04 
»0.05 
3.03E-02 
5.34E-06 


4.83E-03 


»0.05 
3.44E-06 


7.41E-03 


1.32E-05 
5.84E-03 
»0.05 
2.55E-06 
7.20E-10 
2.71E-02 


8.52E-05 


9.54E-12 


5.3] E-06 
9.5] E-09 
1.41E-03 
6.30E-14 
1.15E-09 
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Proportion of modification (log,,) 


Proportion of modification (logi,,) 


0.001 
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0.01 


0.001 
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Types of oxidation modification 
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Types of modification 


图 4 儿童 组 、 青 年 组 与 老年 组 间 共有 的 修饰 差异 情况 比较 。 数 据 中 间 黑 色 横 线 表示 中 位 数 ， 上 下 彩色 线条 
表示 数据 四 分 位 范围 ， 数 据 上 方 表示 组 间 显 著 性 ， 随 着 标识 数量 的 增加 表明 显著 性 的 提高 。 


Fig 4Comparison of modification differences among children group, young people group and old people group. 


The black horizontal line in the middle of the data represents the median, the upper and lower color lines represent 
the data quartile range, and the upper part of the data represents the significance between groups. As the number of 


labels increases, the significance increases. 
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图 5 SARAH ATA REMIRAR. REALE A, REE AEA, KENET 
本 ; 


Fig 5 Cluster analysis results of the all oxidative modifications among the three groups of samples. Green is the 


sample of children group, and orange is the sample of young people group, purple is the sample old people group; 


老年 组 尿 液 蛋 白 样本 中 色 所 酸 (W)、 膊 氨 酸 (P)、 半 胱 氮 酸 (CD、 酷 氨 酸 (Y) 等 多 种 氨基 酸 氧 化 修饰 与 丝 
氨 酸 (S) 痰 基 化 修饰 的 数量 显著 高 于 儿童 组 及 青年 组 样本 ， 而 脲 甲 基 化 〈IAA 引入 的 烧 基 化 修饰 ) 修饰 显著 
低 于 儿童 组 及 青年 组 样本 ， 由 于 脲 甲 基 化 是 作用 于 还 原 态 二 硫 键 的 修饰 ， 这 间接 说 明 老年 组 尿 蛋 白质 中 的 
二 硫 键 完整 性 较 青 年 组 与 儿童 组 显著 降低 。 丝 氨 酸 的 磷酸 化 、 半 胱 氨 酸 的 马 来 酰 化 、 天 冬 酰胺 QT) 蔡 换 为 天 
冬 氮 酸 (D)、 谷 氨 酸 (BE) 蔡 换 甲 硫 氨 酸 (MD) 与 谷 氨 酰 胺 (Q)、 甘 氨 酸 (G) 蔡 换 为 谷 氨 酸 、 半 胱 氮 酸 脱 琉 基 成 为 脱 
氨 丙 氮 酸 (Dha) 等 修饰 青年 组 要 显著 高 于 儿童 组 与 老年 组 。 在 儿童 组 中 ， 蛋 白质 链 中 的 谷 氮 酸 与 天 冬 氨 酸 处 
钙 离 子 相 关 的 修饰 要 显著 高 于 青年 组 与 老年 组 ， 而 涉及 半 胱 氨 酸 的 脱氧 和 蛋白质 N 末端 的 多 种 修饰 〈 氨 甲 
酰 化 、 甘 氨 酰 胺 化 、 琥 珀 酰 ) 的 数量 却 低 于 青年 组 与 老年 组 。 另外, 谷 氨 酰胺 聚合 为 焦 谷 氨 酸 (pyro-GIu) 的 修 
饰 随 年 龄 增长 呈现 递减 的 趋势 。 

老年 组 中 异 亮 氨 酸 (D、 谷 氨 酰 胺 、 谷 氨 酸 、 茶 丙 氨 酸 (F) 的 氧化 ， 天 冬 氨 酸 、 谷 氨 酸 及 栈 氨 酸 的 磷酸 化 
是 一 部 分 独 有 的 修饰 类 型 (更 多 信息 参见 附 表 1)。 图 6 以 老年 组 样本 二 级 质谱 (MS2) 结 果 中 几 种 多 上 肽 为 例 ， 
展示 其 修饰 鉴定 信息 。 


H 
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图 6 老年 组 样本 中 几 种 多 肽 的 修饰 质谱 鉴定 结果 。(A) a- 淀 粉 酶 多 肽 (Accession:P04745) 中 色 氨 酸 (Trp) 位 点 

的 双 和 氧化 b/y 离子 信息 ; (B) 血清 白 蛋 白 多 肽 (Accession:P02768) 中 葵 丙 氨 酸 (Phe) 氧 化 成 为 酷 氨 酸 (TyD 的 氧 
化 b/y 离子 信息 ，; 

Fig 6 Modified identification results of several peptides by MS in samples from the old people group. (A) Alpha- 


amylase peptide in the tryptophan (Trp) site dioxidation b / y ion information; (B) serum albumin peptide the 


oxidation b / y ion information of phenylalanine (Phe) oxidized to tyrosine (Tyr); 


在 三 个 年 龄 组 各 随机 选取 1 个 样本 ,在 三 个 样本 中 查找 上 述 修饰 所 在 的 蛋白 质 , 取 并 集 得 到 971 种 蛋 ， 
质 , 在 WebGestalt Chttp://www.webgestalt.org) 进行 蛋白 质 相 互 作 用 分 析 (PPI BIOGRID—Network 
Topology-based Analysis(NTA)) ， 默 认 参 数 下 运行 ,相关 生物 过 程 通路 的 分 析 结 果 表 明 修 饰 影响 了 机 体 的 免 
疫 系统 及 凝血 相关 系统 的 功能 ， 通 路 图 如 图 7 所 示 。 其 中 有 446 种 蛋白 质 中 存在 以 上 所 鉴定 到 的 五 种 氧化 
修饰 ， 占 总 数 45.9% 。 甲 硫 氮 酸 的 氧化 可 能 受到 实验 干扰 , 在 UniMod 数据 库 中 一 些 修 饰 被 定 为 人 工 引 入 ， 
非 人 工 修饰 在 359 种 蛋白 质 中 存在 ， 其 中 且 氨 酸 、 色 氢 酸 、 酷 氨 酸 、 半 胱 氨 酸 的 氧化 修饰 在 256 种 蛋白 质 
中 存在 ， 占 比 为 71.3% 。 通 过 在 pBuild 的 Peptide.all result， 中 查寻 非 人 工 修饰 所 属 的 多 肽 统计 个 数 ， 在 
pFind.Summary 直接 查找 非 人 工 修饰 所 在 位 点 的 个 数 , 通过 比较 与 计算 , 发 现在 儿童 组 样本 中 , 被 氧化 修饰 
的 比例 为 12.97%《〈 以 多 肽 计 ， 下 同 ) ， 青 年 组 中 氧化 修饰 的 情况 为 13.71%， 而 老年 组 氧化 修饰 情况 高 达 


202006.001 12v1 


chinaXiv 


29.76%， 显 著 高 于 儿童 组 与 青年 组 ， 详 见 表 6. 


图 7 富 集 的 基因 
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Fig 7 Enriched GO terms graph 


#6 三 组 样本 中 非 人 工 修饰 多 肽 及 位 点 情况 与 统计 


Table 6 Statistics of non-artificial modified peptides and sites in samples 


multicellular 
organismal 
process 


儿童 组 青年 组 老年 组 
修饰 的 多 ”修饰 的 位 ”修饰 的 多 ”修饰 的 位 ”修饰 的 多 ”修饰 的 位 
Des 点 数 肽 数 点 数 肽 数 点 数 

Di-/Oxidation[P] 84 39 119 66 94 54 
Tri-/Di-/Oxidation[W] 402 129 687 226 661 227 
Di-/Oxidation[ Y] 1110 372 1535 510 1478 494 
Tri-/Oxidation[C] 9] 36 130 49 120 45 
glycidamide[AnyN-term] 14 3 8 7 0 0 
DiDehydro[C] 35 16 49 19 50 20 
Phospho[S] 14 8 23 13 23 10 
Cation, Ca[II][E]/Cation, Ca 5 " T b 33 id 
[IT][D] 

Succinyl[ AnyN-term] 7 5 2 2 0 0 
Carbamyl[ AnyN-term] 58 32 51 27 52 29 
Val->Thr[V] 4 2 3 5 5 
Glu->Met[E] 4 5 5 

Glu->Gln[E] 3 2 2 4 4 
Cys->Dha[C] 25 11 39 21 35 15 
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C+12[AnyN-term] 147 61 812 292 761 258 
Oxidation [P+W+Y+C] 1687 576 2471 851 2353 820 
all peptides 13003 18024 7906 
Oxidation [P--W-- Y 4C /all 12.97% 13.71% 29.76% 
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常 被 认为 是 不 可 逆 的 修饰 ， 但 它 
蛋白 质 中 最 常见 的 受 可 逆 氧 化 还 原 修 从 


PR tint E 的 中 心 、 


慢性 炎症 了、 肝病 3899, 
色 氨 酸 氧 化 产物 随 年 龄 增长 和 炎症 积累 ， 


T RTA 


以 被 认为 是 一 个 4 


可 以 粘连 血管 (血栓 形成 )， 并 释放 到 
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的 含量 显著 高 于 年 青 人 与 儿童 。 
氨 酸 氧化 修饰 以 及 蛋氨酸 蔡 代 谷 氮 酸 修饰 的 多 肽 中 均 发 现 其 多 肽 所 属 为 
同时 我 们 在 老年 人 独 有 修饰 中 也 发 现 所 属 纤维 蛋白 原 的 多 肽 。 纤 维 
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们 与 生物 蛋白 调节 的 相关 性 尚 不 清楚 6545, 


的 位 点 包括 氧化 还 
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氨 酸 氧化 的 文献 相 比 ， 和 蛋氨酸 氧化 作为 
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的 亲 水 性 ， 从 而 可 以 显著 改变 蛋白 质 的 理化 性 质 ， 从 而 增强 或 抑制 蛋白 质 活 性 9. gh, E npe Ee 
氧化 类 似 ， 已 经 发 现 酶 系统 既 可 以 增强 又 可 以 道 转 蛋 氮 酸 磺 化 氧化 3。 
最 近 的 蛋白 质 组 学 分 析 显 示 硫 氨 酸 氧 化 倾向 于 稳定 性 更 高 的 磷酸 化 ， 这 表明 甲 硫 氨 酸 氧化 和 和 蛋白 
磷酸 化 途径 之 间 存 在 复杂 的 关系 。 老 化 与 细胞 外 环境 的 逐渐 氧化 有 关 。 人 血浆 的 氧化 还 原状 态 ， 由 半 胱 
氨 酸 和 胱 氨 酸 (Cystine) 的 浓度 来 定义 ， 随 着 年 龄 的 增长 ， 其 氧化 程度 越 来 越 高 站 。 半 胱 氨 酸 (和 不 常见 的 ) 
硫 氨 酸 残 基 的 直接 氧化 是 一 个 主要 反应 ; 这 通常 比 H20; 更 快 ， 并 导致 蛋白 质 活 性 和 功能 的 改变 。 与 H202 
不 同 的 是 ，H2z9: 会 被 保护 性 酶 快速 清除 ， 而 蛋白 质 过 氧化 物 只 能 缓慢 清除 ， 分 解 代 谢 是 主要 的 命运 。 虽 然 
蛋白酶 体 和 溶 酶 体 酶 以 及 其 他 蛋白酶 (如 线粒体 Lom 对 修饰 蛋白 的 周转 是 有 效 的 , 但 和 蛋白质 氧 过 氧化 物 抑制 
了 这 些 途 径 ， 这 可 能 有 助 于 修饰 蛋白 在 细胞 中 的 积累 。 现 有 证 据 支 持 蛋 白质 氧化 与 多 种 人 类 病理 之 间 的 联 
系 ， 但 这 种 联系 是 否 是 因果 关系 仍 有 待 确定 好 。 甲 硫 氢 酸 依赖 的 TRPV2(transient receptor potential vanilloid 
2) 氧 化 还 原 敏 感性 ， 这 可 能 是 调节 TRPV2 活性 的 重要 内 源 性 机 制 ， 其 在 巨细 胞 吞噬 作用 中 共 表 达 发 挥 关键 
作用 95, 
半 胱 氨 酸 位 点 的 碘 乙 酰胺 烷 基 化 修饰 《 脲 甲 基 化 修饰 ) 体现 出 蛋白 质 链 中 和 琉 基 数量 ， 半 胱 氨 酸 中 的 入 
基 是 参与 蛋白 质 二 硫 键 形成 的 重要 因素 ， 而 二 硫 键 数量 可 以 反映 出 蛋白 质 空间 结构 的 完整 程度 。 因 此 ， 通 
过 比较 不 同年 龄 段 尿 液 样本 中 脲 甲 基 化 修饰 ， 则 可 以 了 解 蛋 白质 结构 的 完整 程度 ， 通 过 实验 发 现 ， 青 年 组 
和 儿童 组 间 半 胱 氮 酸 的 脲 甲 基 化 修饰 差异 不 显著 ， 而 老年 组 半 胱 氨 酸 脲 甲 基 化 修饰 显著 低 于 青年 组 与 儿童 
组 ， 表 明和 蛋白 质 空间 结构 被 破坏 程度 随 着 年 龄 增高 而 提高 。 
除了 氧化 修饰 ， 我 们 在 之 前 的 文章 “健康 人 的 尿 液 中 为 什么 会 有 蛋白 质 ? 站 ”中 也 探究 过 半 胱 氮 酸 被 
菩 氧 丙 氨 酸 取代 以 及 和 蛋白质 N 端的 氨 甲 酰 化 修饰 。 有 研究 表明 ， 在 慢性 肝病 及 慢性 肾脏 病 或 糖尿 病 患 者 的 
液 样本 中 ， 人 血清 白 蛋 白 HASA) FFARR Cys34 修饰 可 用 作 氧 化 应 激 相 关 疾 病 的 标志 物 7. ERE 
氨 酸 变 成 脱氧 丙 氨 酸 (Dha) 的 这 个 反应 是 不 可 逆 的 ，Dha 是 一 种 亲 电 试剂 ,在 含有 Dha 的 多 肽 中 存在 一 个 不 
饱和 的 碳 - 碳 双 键 ， 因 为 它 在 体外 和 蛋白质 链 中 起 烷 化 剂 的 作用 %”， 许 多 含有 脱氧 丙 氨 酸 的 肽 具有 一 定 的 毒性 
人 7。 因此, 发生 这 种 修饰 的 蛋白 质 或 肽 也 都 具有 一 定 的 毒性 , 我 们 之 前 猜测 它们 在 体内 停留 入 了 便 会 对 机 体 
产生 毒害 作用 , 最 好 立即 将 其 排出 体外 。 这 样 便 在 尿 液 中 会 发 现 了 大 量 含有 修饰 成 为 脱氧 丙 氨 酸 的 和 蛋白质。 
氨 甲 酰 化 也 是 一 种 不 可 逆 的 非 酶 修饰 过 程 ， 其 过 程 是 尿素 的 分 解 产 物 与 蛋白 质 的 N 末端 或 赖 氨 酸 残 基 的 侧 
链 反 应 ， 并 与 和 蛋白质 老 化 有 关 号 。 赖 氨 酸 氟 基 甲 酰 化 可 以 促进 金属 离子 对 特定 酶 活性 的 配 位 作用 36。 据 报 
道 ， 尿 素 水 平 升 高 的 患者 (例如 肾病 患者 ) 的 血浆 中 氨 甲 酰 化 的 量 显 着 增加 4 。 
环 氧 丙 氨 酸 (GA) 为 丙 烯 酰 胺 (AA) 的 DNA 活 性 代谢 物 ,而 丙烯 酰胺 (AA) 是 公认 的 致癌 饮食 因素 之 一 ， 
其 致癌 能 力 和 环 氧 丙 氨 酸 形成 DNA. 加 合 物 的 能 力 即 在 蛋白 质 N 端 修饰 有 关 02795. 
将 椎 动物 物种 中 众多 细胞 之 间 复 杂 的 发 育 程序 和 信号 通路 的 调控 强烈 依赖 于 磷酸 化 介 导 的 信号 通路 
5 70。 在 紊乱 区 域 的 丝氨酸 和 苏 氨 酸 磷 酸化 更 有 可 能 是 无 功能 的 ， 在 18 年 一 项 研究 中 ， 以 人 类 和 小 鼠 的 磷 
酸化 位 点 的 大 规模 数据 为 基础 ， 发 现 与 年 轻 组 相 比 ， 老 年 组 中 的 位 点 更 有 可 能 发 挥 功能 并 参与 信号 通路 ， 
而 丝氨酸 磷酸 化 修饰 可 能 和 神经 退行 性 疾病 发 生 有 关 ?1。 某 些 特定 基因 的 突变 通过 丧失 和 蛋白质 功 能 导致 
经 退化 盖 34， 翻译 后 修饰 可 以 调节 蛋白质 的 结构 、 功 能 ， 在 几 种 致 病 蛋 白质 中 ， 还 可 以 调节 毒性 。 最 近 的 
研究 已 经 确定 了 磷酸 化 和 精 氨 酸 甲 基 化 之 间 的 联系 ， 有 证 据 表 明 这 些 修饰 在 神经 退化 中 起 着 重要 作用 ， 例 
如 亨廷顿 蛋白 CHuntingtin, Ht). 在 丝氨酸 421 处 的 磷酸 化 减少 表明 Protein kinase B (Akt) 信 号 的 失调 参与 了 
发 病 7576。 
我 们 在 之 前 研究 中 发 现 血 浆 样 本 中 ， 年 老 组 相 比 于 年 轻 组 半 胱 氨 酸 的 琥珀 酰 化 修饰 显著 差异 上 调 ， 在 
这 次 研究 中 也 发 现 蛋 白质 N 端的 琥珀 酰 化 修饰 差异 显著 。 尽 管 琥珀 酰 化 的 研究 还 处 于 起 步 阶 段 ， 但 数据 清 
楚 地 表明 ， 琥 珀 酰 化 对 健康 和 疾病 有 广泛 的 影响 ， 在 神经 系统 和 神经 系统 疾病 中 提供 了 代谢 和 和 蛋白 功能 之 
间 的 耦合 ， 是 细胞 整合 的 关键 ”。 氨 基 甲 酰 化 是 由 尿素 、 异 氰 酸 的 分 解 产 物 与 蛋白 质 的 N- 端 或 赖 氨 酸 、 精 
氨 酸 残 基 的 侧 链 反应 ， 对 蛋白 质 进行 非 酶 修饰 的 不 可 逆 过 程 81。 
线 氨 酸 被 苏 氨 酸 取 代 和 谷 氨 酸 被 蛋氨酸 取代 发 生 于 tRNA 的 错 酰 化 和 负载 tRNA 的 编辑 ?83。 先 前 的 
研究 表明 ， 取 代 谷 氨 酸 (Glu) 在 胃 分 泌 酸 调 节 素 (Oxyntomodulin, OXM) 的 3 位 氨基 酸 位 的 天 然 谷 所 酰胺 (Glm) 
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可 以 降低 胰 高 血糖 素 受 体 Cglucagon receptor, GCGr) 的 活性 ， 而 不 影响 胰 高 血糖 素 样 肽 1 受 体 (glucagon-like 
peptide 1 receptor, GLP-1D 的 活性 94, 


疫 过 程 有 关 ， 也 有 和 白细胞 激活 ， 血 浆 凝 固 等 。 在 之 前 的 研究 中 发 现 ， 在 老 
能 量 代 谢 相 关 的 蛋 


在 差异 显著 的 非 人 工 修饰 中 ， 氧 化 修饰 占 了 很 大 一 部 分 ， 生 物 信息 学 富 集 分 析 显 示 大 部 分 蛋白 质 和 免 
FE 人 的 肌肉 中 ， 核 糖 体 蛋 白 和 与 
包括 与 TCA 循环 、 线 粒 体 呼 吸 和 糖 酵 解 相 关 的 蛋白 ， 表 达 不 足 ， 而 与 先天 免疫 和 适 
性 免疫 、 有 蛋白 稳 定 和 选择 性 剪接 有 关 的 和 蛋白 表达 过 多 5%。 老龄 化 是 一 种 复杂 的 现象 ， 老 龄 化 本 身 是 癌 


Hy 


神经 退行 性 疾病 和 2 型 糖尿 病 等 年 龄 相关 疾病 发 展 的 基础 ， 近 年 来 的 科学 研究 提出 了 不 同 的 理论 ， 试 
图 解释 衰老 过 程 。 到 目前 为 止 ， 还 没有 一 个 单一 的 理论 能 够 完全 解释 衰老 的 所 有 方面 。 从 多 年 来 发 现 的 大 
j 


Og 


量 证 据 来 看 ， 损 害 累 积 理论 是 最 被 接受 的 理论 之 一 。 损 伤 的 积累 被 认为 是 氧化 应 激 引 起 的 ， 氧 化 应 激 如 何 


促进 蛋白 质 修饰 等 8 ”0。 


阿尔 区 海 默 9 和 帕 金 森 氏 病 中 1, HEH AR AEE LE AD 患者 的 大 脑 011m、 路 易 体 病 呆 患者 to 
[由 金森 氏 病 患者 的 全 脑 ， 中 被 证 实 。 此 外 ， 蛋 自 凑 基 还 存在 于 各 种 疾病 中 ， 如 急性 /成 人 呼吸 容 迫 综合 征 
105106、 慢 性 肺 部 疾病 -0、 肌 萎缩 侧 索 硬 化 12、 类 风湿 性 关节 炎 和 青少年 慢性 关节 炎 MANG, eR 


mo 


Hp 25 7723、 炎症 性 肠 道 疾病 27、 缺 血 再 灌注 损伤 30、 系 统 性 淀粉 样 变性 8! 和 原 发 性 动脉 高 血压 2. 
FE 龄 相关 疾病 中 的 蛋白 质 氧化 更 为 显著 。 以 上 显示 了 到 目前 为 止 已 经 证 实 的 蛋白 质 氧化 的 许多 疾病 。 蛋 白 
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和 蛋白质 氧化 与 很 多 疾病 有 关 ， 尤 其 是 衰老 相关 的 疾病 。 很 多 证 据 表 明 氧 化 存在 于 神经 退行 性 疾病 ， 如 


10506、 宫 性 纤维 化 ”18、 白 内 障 209、 老年 性 黄斑 变性 2 、 慢 性 上 明 功 能 衰竭 、 尿 毒 症 2I. | AY RT AY 
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氧化 可 能 是 这 些 疾 病 的 原因 或 结果 ， 这 些 疾病 几乎 影响 到 所 有 的 器 官 系统 。 
翻译 后 修饰 存在 于 人 体内 ， 参 与 细胞 分 化 和 基因 调控 等 多 种 生理 功能 。 然 而 ， 在 高 浓度 时 ， 它 们 可 能 
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预示 着 严重 的 疾病 ， 如 心肌 梗死 、 静 脉 血 栓 栓 塞 、 动脉 和 静脉 血栓 形成 、 肺 栓塞 和 癌症 23337。 尿 液 相 比 于 
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的 修饰 , 共有 的 62 种 修饰 可 以 很 好 的 区 别 开 不 同年 龄 组 ，T 
体 衰老 以 及 相关 疾病 有 一 定 的 早期 标志 作用 。 
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液 来 说 无 创 ， 便 于 收集 ， 且 是 一 个 富 集 的 过 程 ， 差 异 恒 白 的 变化 早 于 血液 ， 我 们 对 比 了 三 个 不 同年 龄 段 
其 中 差异 修饰 尤其 是 其 中 的 氧化 修饰 或 许 对 机 
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附 表 1 不 同 组 间 样 品 修饰 类 型 交集 的 韦 恩 图 信息 


Appendix Table 1 Venn diagram information of the intersection of sample modification types between different groups 


Intersection 


between groups 


Total 


Modification types 


Children & Old 
People Young People 


62 


AzidoF[F] Carbamyl[C] Hex[K] Xle->Pro[L] Formyl[AnyN-term] Cation_Na[E] Phospho[S] Carboxymethyl[C] Carboxymethyl 13C(2)[C] Dioxidation[W] 
Pro->Trp[P] Deamidated[Q] Dioxidation[Y] Arg-loss[AnyC-termR] Oxidation[W] Ammonium[E] Glu->Met[E] Oxidation[C] Carbonyl[S] Deamidated[N] 
Carbamidomethyl|M] ^ Xle-^-Asn[L] Cation Ca[II]|D] maleimide[C] | HexNAc[T] | Propionamide_2H(3)[C] — Dioxidation[P](Pro->Glu[P]) 
Propionamide[AnyN-term] Gln->pyro-Glu[AnyN-termQ] Pyro-carbamidomethyl[AnyN-termC] 2-monomethylsuccinyl[C] C+12[AnyN-term] Gly->Glu[G] 


Oxidation[P] Ammonium[D] Hydroxycinnamyl[C] Glu->Asp[E] GG[C](Dicarbamidomethyl[C]) Glu->Gln[E] Acetyl[ProteinN-term] Gly->Met[G] 


Carbamidomethyl[C] Xle->Trp[L] Diethylphosphate[C] Carbamidomethyl[AnyN-term] Cation Na[D] Trioxidation[C] Trioxidation[W] Cys->Dha[C] 
sulfotamino[Y] Ammonia-loss[N] Asn->Trp[N] Carbamyl[AnyN-term] Oxidation[Y] Succinyl[AnyN-term] DiDehydro[C] Cation Ca[II]E] Glu->pyro- 
Glu[AnyN-termE] Val->Thr[V] Oxidation[M] Met->AspSA[M] glycidamide[AnyN-term] 


Children & Young 
People 


101 


Hex(2)[S] Cys->Ser[C] Cation Fe[III]E] Asn->His[N] Thr->Ser[T] HexNAc[N] Acetyl[AnyN-term] Hex[T] Methyl[AnyN-term] methylol[W] Xle-^Asn[I] 
Methyl_2H(3)13C(1)[AnyN-term] Cation_Na[AnyC-term] Unknown_250[AnyN-term] Pro->Val[P] AEC-MAEC[T] Dehydrated[D] Xlink SMCC[219][C] 
Hex(1)HexNAc(1)Phos(1)[S] Thr->Xle[T] Delta H(4)C(3)O(1)[C] Propyl[AnyN-term] Cation Ni[II]|E] Menadione[C] dHex(1)Hex(2)[T] Val->Ala[V] 
Ala->Asp[A] Dehydrated[T] Thr->Asn[T] Ala->Val[A] Dehydrated[S] Carboxymethyl[AnyN-term] CarbamidomethyIDTT[C] PhosphoHex[S] HexNAc[C] 
Ser->His[S] Biotin[AnyN-term] Cation Cu[I][D] Met->Xle[M] Cytopiloyne[AnyN-term] Hex[S] Trp->Oxolactone[W] SPITC 13C(6)[AnyN-term] 
Xle->Asp[L] Cation Fe[II]E]  Deamidated 18O(1)[N](Delta H(1)N(-1)18O(1)[N]) Cation Fe[III][D] Nitrosyl[C] _Nmethylmaleimide+water[C] 
SPITC[AnyN-term] Carboxyethyl|H](Ethoxyformyl[H]) Didehydro[T] Deoxy[S](Ser->Ala[S]) Asn->Thr[N] Thiazolidine[(W] Hex(1)HexNAc(1)[S] 
Phosphogluconoylation[AnyN-term] Arg->Gln[R] 2-succinyl[C] AEC-MAEC[S] SulfanilicAcid_13C(6)[E] HMVK[C] Tyr->Ser[Y] dHex[S] Asn->Xle[N] 
PEITC[AnyN-term] Asp->Asn[D] ISD_z+2_ion[AnyN-term] Ala->Thr[A] ICPL_13C(6)2H(4)[AnyN-term] Unknown_216[AnyN-term] Cation Ni[II][D] 
Nitro[Y] Formyl[S](Ser->Asp[S]) Cysteinyl[C] Carbofuran[S] Didehydro[S] Menadione-HQ[C] Sulfo[ Y] Tyr->Phe[Y] Cation Fe[II][D] NDA[AnyN-term] 
HexNAc(1)dHex(1)[T] Delta H(6)C(3)O(1)[C] Thiophospho[S] Ser->Gly[S] Lys->Arg[K] Val->Pro[V] Formyl[T](Thr->Glu[T]) Cys->Gln[C] Phe->Trp[F] 
Arg[AnyN-term] — Glutathione[C]  Diisopropylphosphate[AnyN-term] ^ Propionamide[C] ^ Gly->His[G] | Pro->Asn[P] Hex(1)HexNAc(1)[T] 
Ethylphosphate[ AnyN-term] Didehydro[Y] monomethylphosphothione[C] 


Children & 
Old People 


16 


Oxidation[T] Oxidation V] cGMP+RMP-loss[C] Carbonyl[L] CAF[AnyN-term] Oxidation[F](Phe->Tyr[F]) Oxidation[L] Cys->Oxoalanine[C] 
Dioxidation[F] Carbamidomethyl[H] Malonyl[C] Carbamidomethyl[K](Gly[K]) Dioxidation[V] Carbonyl[V] Trp-^Kynurenin[W] Dioxidation[M] 


Old People & 
Young People 


10 


Val->Tyr[V] Val->Phe[V] Carbonyl[Q] Crotonaldehyde[C] SulfanilicAcid[E] Dioxidation[C] Val->Trp[V] Carbamyl[K] NIC[AnyN-term](ICPL[AnyN- 
term]) Pro->pyro-Glu[P] 


Children 


122 


Xle->Glu[L] Galactosyl[AnyN-term] Asn->Met[N] Methyl[R] Fluoro[A] Xle->Val[L] Val->His[V] Xle->Gln[I] Ser->Val[S] Delta S(-1)Se(1)[C] 
Phospho[T] HCysteinyl[C] Methyl 2H(3)[E] Val->Xle[V] Val->Gln[V] Quinone[Y] Met-loss+Acetyl[ProteinN-termM] Saligenin[H] Hex(1)HexA(1)[T] 
Thr->Tyr[T] Gln->Phe[Q] Xlink BMOE[C] Ala->Ser[A] BITC[C] Propionyl 13C(3)[AnyN-term] Thr->Trp[T] Carboxy[W] HexN[N] Cation AI[IIT][E] 
Carbonyl[A] Phospho[C] Acetyl 2H(3)[AnyN-term] IBTP[C] DNPS[C] Thr->His[T] Cys->SecNEM 2H(5)[C] Oxidation[S] Phe->Asp[F] 
Xlink EGS[115][K]  Hex(3[S] Cation AI[IIIJ[D] Gly->Ala[G] Xle->Tyr[I] Asn->Cys[N] Thr->Asp[T]  lapachenole[C] Lys->MetOx[K] 
Trp->Hydroxykynurenin[W] Methylthio[AnyN-term] Xle->Gln[L] HexNAc(2)Sulf(1)[T] Cys->Ala[C] Gln->Arg[Q] Xle->Met[L] Propiophenone[C] 
Ala->Phe[A] Pro->Thr[P] Tyr->His[Y] Cation Zn[II]E] CarboxymethyIDTT[C] MTSL[C] Cys->His[C] Oxidation[H] Methylthio[N] IDEnT[C] 
Formylasparagine[H] Tyr->Asn[Y] Leu->MetOx[L] Hex(1)HexA(1)[S]  phenylsulfonylethyl|C] FTC[S] NEMsulfurWater[C] Met->Thr[M] 
dHex(1)Hex(1)[T] DeStreak[C] trifluoro[L] ICAT-H 13C(6)[C] Pro->Ala[P] Unknown 216[E] O-Et-N-diMePhospho[S] Pro->Gly[P] Asp->Arg[D] 
Amidine[K] MercaptoEthanol[T] Fluoro[Y] Lys[AnyN-term] Gly->Val[G] Glucuronyl[S] Methyl[H] Trimethyl[K](Propyl[K]) Lys->Asp[K] IGBP[C] 
Pro->Xle[P] MercaptoEthanol[S] DNCB hapten[C] Dicarbamidomethyl[AnyN-term] Quinone[W] HN3 mustard[C] Methyl[E] DTT[C] Ala->Asn[A] 
Val->Asn[V] Arg->His[R] Carboxy[D] Cation Zn[II]|D] Diethylphosphothione[C] Fluoro[W] Formyl[K] Ub-VME[C] Met->Phe[M] Gly->Phe[G] 
Pro->HAVA[P] Thrbiotinhydrazide[T] Hex(2)[T] Asp->His[D] Xle->His[L] Iodo[Y] Acetyl _2H(3)[T] Unknown 177[E] GG[K](Dicarbamidomethyl[K]) 
Carbamyl[M] Xlink DST[132][K] 


Young People 


156 


GIST-Quat_2H(3)[AnyN-term] Ethyl+Deamidated[Q] Deamidated 18O(1)[Q] Hex(1)NeuGc(1)[S] Xle->Gly[I] Dethiomethyl|M] HexN[T] Methyl[K] 
Argbiotinhydrazide[R] Delta H(2)C(2)[AnyN-term] Sulfide[C] Unknown 302[AnyN-term] Nmethylmaleimide[C] PhosphoCytidine[S] NEM 2H(5)[C] 
dNIC[AnyN-term] Lys-^Gln[K] NeuAc[S] Met->Gln[M] Pent(1)HexNAc(1)[T] AccQTag[AnyN-term] Dehydrated[Y] Hex(1)NeuGc(1)[T] Ser->Xle[S 
PhosphoHex(2)[N] SMA[AnyN-term] Thr-Arg[T] NEMsulfur[C] Arg->Cys[R] Ub-amide[C]  Thiazolidine[K] Xle->Gly[L] Gly->Pro[G] 
PhosphoHexNAc[S] Xle->Thr[L] Gly->Asp[G] HexNAc(2)[N] Thr->Val[T] Pentose[T] Xle->Asp[I] Hex[AnyN-term] Glucosylgalactosyl[K] 
Phenylisocyanate_2H(5)[AnyN-term] Dimethyl[AnyN-term](Ethyl[AnyN-term]) Nethylmaleimide+water[C] Arg->Lys[R] | HexNAc(1)NeuAc(1)[T] 
pyrophospho[S] Hex(1)Pent(2)Me(1)[S] Ethanedithiol[S] Xle->Lys[L] Thiophospho[T] Bacillosamine[N] HexNAc(1)NeuAc(1)[S] Diethyl[AnyN-term] 
Deamidated[R] Fluorescein[C] Gln->Lys[Q] azole[C] GIST-Quat[AnyN-term] Dansyl[AnyN-term] Cation Ag[D] PyridoxalPhosphate[K] Propionyl[AnyN- 


term] PEITC[C] TNBS[AnyN-term] Ethyl+Deamidated[N] BEMAD ST 2H(6)[S] ICAT-H[C] HexNAc[S] Biotin Thermo-21328[AnyN-term] 
3sulfo[AnyN-term] Lipoyl[K] Met->Glu[M] NeuGc[S] Carboxy[K] Delta H(4)C(2)O(-1)S(1)[S](Ser-2»Met[S]) Methylamine[S] PhosphoHexNAc[T] 
Delta H(5)C(2)P] Dibromo[Y] NO SMK SIMD[C] Lys->Allysine[K] Amidine[AnyN-term] Pro->His[P] Cation Cu[I][E] Ala->Trp[A] GluGluGlu[E] 
Guanidinyl[K] Glucuronyl[T] Lys->Thr[K] Oxidation[K] Pent(2)[S] Gln->His[Q] Piperidine[AnyN-term] azole[S] CLIP TRAQ 4[AnyN-term] Nitro[W] 
Methylthio[C] Dehydro[C] Thr->Pro[T] Hex(1)Pent(1)[T] Thiazolidine[ Y] Carboxyethyl[K] dHex(1)Hex(2)[S] Thr->Gly[T] Xle->Trp[I] Hex(1)Pent(2)[S] 
OxidationtNEM[C] HexNAc(2)Sulf(1)[S] | Hydroxymethyl[N] QTGG[K] HexNAc(2)[T] NO SMX SEMD[C]  Glu->His[E] Cys->Arg[C] 
Xlink DTSSP[174][K] Asn->Phe[N] SulfoGMBS[C] methylol[Y] Lys->Asn[K] Iminobiotin[AnyN-term] Pro->Gln[P] Xle->Val[I] SulfurDioxide[C] 
BITC[AnyN-term] | G-HI[R] Arg-Npo[R] FNEM[C] HexNAc(1)dHex(1)[S] | Glu->Lys[E] | Thr->Cys[T] | Hex(1)HexNAc(1)Sulf(1)[S] 
Hex(1)HexNAc(1)Sulf(1)[T] Malonyl[K] Gly->Ser[G] ICPL_13C(6)[AnyN-term] Ser->Asn[S] Val->Lys[V] PhosphoHex(2)[S] Tyr->Trp[Y] Tyr->Thr[Y] 
Xle->Phe[L] CresylSaligeninPhosphate[K] HexNAc(1)dHex(1)[N] Dihydroxyimidazolidine[R] Methyl[S](Ser->Thr[S]) Asp->Xle[D] Asp->Trp[D] 
Ser->Pro[S] Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin[AnyN-term] Hex(1)Pent(1)[S] Unknown_306[AnyN-term] Carbamyl[S] s-GIcNAc[T] Lys->Glu[K] 


Old People 
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NBS[W] Dioxidation[E] Trioxidation[F] methylsulfonylethyl[C] Delta_O(4)[W] Dioxidation[L] Sulfo[S] Carbonyl[I] Val->Glu[V] Isopropylphospho[Y ] 
Met->Asp[M] Thiazolidine[F] Oxidation[Q] Trioxidation[Y] Xle->Tyr[L] Dioxidation[I] Pro->Phe[P] Phospho[Y] 


附 表 2 老年 人 独 有 


E tr HG EG TIR ERE 


Appendix Table 2 proteins of common modifications in unique modifications of old people 


UniProtK — UniProtK 


Status Protein names Gene names Organism Length 
BID B 
Homo 
FIBA_HU 
P02671 MAN reviewed Fibrinogen alpha chain [Cleaved into: Fibrinopeptide A; Fibrinogen alpha chain] FGA sapiens 866 
(Human) 
Homo 
B7Z8Q2_ 
B7Z8Q2 unreviewed cDNA FLJ55606, highly similar to Alpha-2-HS-glycoprotein sapiens 433 
HUMAN 
(Human) 
A0A024R Homo 
A0A024R PTGDS hCG_178082 
TN 8G3 HU unreviewed Prostaglandin D2 synthase 21kDa (Brain), isoform CRA a (Testis tissue sperm-binding protein Li 63n) sapiens 190 
MAN (Human) 


Q59EGO 


B4DPP6 


A0ASC2F 
TR4 


AOASC2 
GLT3 


B4DN59 


B5MCZ9 


B2R4M6 


S4R471 


Q59EGO_ 
HUMAN 


B4DPP6_ 
HUMAN 


AOASC2F 
TR4_HU 
MAN 
AOASC2G 
LT3_HU 
MAN 


B4DN59. 


HUMAN 


B5MCZ9. 
HUMAN 


B2RAM6 
HUMAN 


SARATI 
HUMAN 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein variant 


cDNA FLJ54371, highly similar to Serum albumin 


IGL c1349 light IGKV3-20 IGKJ5 (IGL c368 light IGKV3-20 IGKJ5) 


IG c1042 light IGKV2-28 IGKJ4 


cDNA FLJ52702, highly similar to Homo sapiens CD44 antigen (homing function and Indian blood group system) (CD44), 
transcript variant 4, mRNA 


Glutaminyl-peptide cyclotransferase QPCT 


Protein S100 (S100 calcium-binding protein) 


Protein AMBP AMBP 


Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 


(Human) 


2,331 


618 


109 


113 


329 


284 


114 


193 


B2R888 


Q06AH7 


F8W6P5 


B7ZKJ8 


Q9BS19 


P19652 


B7Z8Q4 


B4DHP9 


B2R888_ 
HUMAN 


Q06AH7 . 
HUMAN 


F8W6P5_ 
HUMAN 


B7ZKJ8_ 
HUMAN 


Q9BS19_ 
HUMAN 


AlAG2. 
HUMAN 


B7Z8Q4 
HUMAN 


B4DHP9_ 
HUMAN 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


reviewed 


unreviewed 


unreviewed 


Monocyte differentiation antigen CD14 (Myeloid cell-specific leucine-rich glycoprotein) 


Transferrin 


Hemoglobin subunit beta 


ITIH4 protein (Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4) 


Epididymis secretory sperm binding protein (HPX protein) (Hemopexin) 


Alpha-1-acid glycoprotein 2, AGP 2 (Orosomucoid-2, OMD 2) 


cDNA FLJ56652, highly similar to Hemopexin 


HBB 


ITIH4 


HPX 


ORM2 AGP2 


cDNA FLJ58062, highly similar to Homo sapiens CD99 antigen-like 2 (CD99L2), transcript variant 1, mRNA 


Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 


(Human) 


375 


698 


90 


935 


254 


201 


142 


187 


AOAOU1 
RQQ4 


V9HW68 


Q6GMX0 


A6NL76 


G3V4B4 


B2R4R0 


B4DPR2 


B3KTUO 


A0AQUIR 
QQ4 HU 
MAN 


V9HW68 


. HUMAN 


Q6GMX0 
_HUMAN 


A6NL76_ 
HUMAN 


G3V4B4_ 
HUMAN 


B2R4R0_ 
HUMAN 


B4DPR2_ 
HUMAN 


B3KTUO_ 
HUMAN 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


Endothelial protein C receptor 


Epididymis luminal protein 214 


Uncharacterized protein 


Actin, alpha skeletal muscle 


Plasma serine protease inhibitor 


Histone H4 


cDNA FLJ50830, highly similar to Serum albumin 


cDNA FLJ38724 fis, clone KIDNE2010151, highly similar to UROMODULIN 


PROCR 


HEL-214 


ACTAI 


SERPINAS 


HIST1H4J HISTIH 
4H, HISTIHAL, 
hCG 1640981 


Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 


(Human) 


213 


470 


236 


254 


86 


103 


523 


577 


QO5CF8 


B7ZMD7 


J3QSF7 


P05109 


V9HWIA 


A0A0G2J 
RN3 


AOAOUI 
RQK7 


H7C5N5 


QOS5CF8_ 
HUMAN 


B7ZMD7 
_HUMAN 


J3QSF7_ 
HUMAN 


S10A8_H 
UMAN 


VOHWI4_ 
HUMAN 


A0A0G2J 
RN3 HU 
MAN 
AOAOUIR 
QK7_HU 
MAN 


H7C5N5_ 
HUMAN 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


reviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


KNGI protein 


Alpha-amylase, EC 3.2.1.1 


Myeloperoxidase 


Protein S100-A8 (Calgranulin-A) (Calprotectin L1L subunit) (Cystic fibrosis antigen, CFAG) (Leukocyte 


L1 complex light chain) (Migration inhibitory factor-related protein 8, MRP-8, p8) (S100 calcium-binding 


protein A8) (Urinary stone protein band A) 


Epididymis luminal protein 110 


Alpha-1-antitrypsin 


Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3 


Ceruloplasmin 


KNGI 


AMYIA 


MPO 


9100A8 CAGA, 
CFAG, MRP8 


HEL110 


SERPINAI 


EIF4G3 


CP 


Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 


(Human) 


291 


511 


86 


93 


710 


359 


1,774 


225 


A0A024R 
1M3 


B2RCB8 


D9ZGG2 


B4E1C2 


AOASC2 
GH36 


HOYSA1 


E7EQRS 


V9HWF6 


A0A024R 
1M3 HU 
MAN 


B2RCB8 
HUMAN 


D9ZGG2 . 
HUMAN 


B4E1C2 . 
HUMAN 


A0AS5C2G 
H36 HU 
MAN 


HOYSA1_ 


HUMAN 


E7EQR8_ 
HUMAN 


V9HWF6 
. HUMAN 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


HGFL gene, isoform CRA a 


cDNA, FLJ95971, highly similar to Homo sapiens protocadherin 12 (PCDH12), mRNA 


Vitronectin 


Kininogen 1, isoform CRA b (cDNA FLJ56836, highly similar to Kininogen-1) 


IG c401 light IGKV3-20 IGKJA 


Prostaglandin-H2 D-isomerase 


Protein YIPF3 


Alpha-1-acid glycoprotein 


MGC17330 hCG 41 
521 


VTN 


KNGI hCG 202139 
7 


PTGDS 


YIPF3 


HEL-S-153w 


Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 


(Human) 


263 


1,184 


478 


644 


107 


124 


356 


201 


WOUV60 


B7Z8R6 


D6CHE9 


H3BNC6 


C9J2Z5 


Q9BV73 


WOUV60 
_HUMAN 


B7Z8R6_ 
HUMAN 


D6CHE9_ 
HUMAN 


H3BNC6_ 


HUMAN 


C9J2Z5_ 
HUMAN 


CP250_H 
UMAN 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


unreviewed 


reviewed 


Ribonuclease A F3 (Ribonuclease, RNase A family, 2 (Liver, eosinophil-derived neurotoxin)) 


cDNA FLJ51445, highly similar to AMBP protein 


Proteinase 3 (Serine proteinase, neutrophil, Wegener granulomatosis autoantigen), isoform CRA_a 


Cadherin-1 


Alpha-amylase 2B 


Centrosome-associated protein CEP250 (250 kDa centrosomal protein, Cep250) (Centrosomal Nek2- 


associated protein 1, C-Nap1) (Centrosomal protein 2) 


RAF3 RNASE2, 
hCG_1778873 


PRTN3 hCG_18114 
55 


CDHI 


AMY2B 


CEP250 CEP2, 
CNAPI 


Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 
(Human) 
Homo 
sapiens 


(Human) 


161 


270 


215 


537 


96 


2,442 


